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genico nella definizione del fenotipo in
patologie mendeliane. A tale scopo,
abbiamo recentemente allestito un pan-
nello piu grande comprendente 34 geni e
uno di geni modificatori del fenotipo.
Oltre ad ottenere una diagnosi definitiva,
conoscere le basi genetiche dei pazienti
AEE puo essere utile anche per orientare
meglio il loro trattamento.
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Scopo. Anemia di Fanconi (FA) € una
malattia geneticamente eterogenea carat-
terizzata da instabilita cromosomica,
anomalie congenite, pancitopenia, e pre-
disposizione al cancro. Nonostante i geni
FA siano noti per la loro funzione nel ripa-
ro del DNA mediante ricombinazione
omologa, i loro prodotti genici sono pre-
senti anche nel citoplasma, suggerendo
altre funzioni. Analizzando la presenza di
FANCA in linee cellulari linfoblastoidi con
mutazioni in FANCA, abbiamo scoperto
che in alcune cellule la proteina mutante
era espressa. Questo aspetto & stato
approfondito al fine di individuare qual-
siasi attivita residua di queste forme e di
esplorare funzioni alternative di FANCA.

Metodi. Linee cellulari linfoblastoidi con
mutazioni nel gene FANCA (n=30) sono
state analizzate mediante Western blot
per determinare il livello di espressione
di FANCA. Alcune di queste sono state
ulteriormente analizzate tramite micro-
scopia elettronica e saggi di immunogold.
La funzionalita mitocondriale & stata
determinata tramite procedure standard.
Risultati. In cellule con mutazioni delete-
rie (nonsense e frameshift) su entrambi
gli alleli FANCA non era espressa
(neFANCA); tuttavia & stata rilevata la
proteina FANCA mutata (eFANCA) allo
stesso livello dei controlli o al 50% quan-
do entrambi o solo uno degli alleli, rispet-
tivamente, erano colpiti da mutazioni
missense o piccole insdel in frame. Nelle
cellule eFANCA, FANCD2 non & ubiquiti-
nata e queste forme mutate risultano
espresse solo nel citoplasma, dove la
microscopia elettronica non ha rilevato
aggregati come invece ci si aspetterebbe
nel caso di proteine mutate non degrada-
te. Inoltre abbiamo osservato che i mito-
condri sono ridotti nel numero e presen-
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tano creste disorganizzate; siamo andati
quindi a misurare il trasferimento degli
elettroni e il rapporto ATP/AMP rivelando
una differenza significativa tra le cellule
eFANCA e neFANCA sia dal punto di vista
morfologico che funzionale. Il metaboli-
smo energetico e la respirazione sono
stati almeno parzialmente ripristinati tra-
sfettando le cellule neFANCA con la forma
wt di FANCA o con eFANCA sostenendo
un ruolo potenziale di questa proteina a
livello mitocondriale. La presenza di
FANCA nel mitocondrio & stata conferma-
ta sia mediante western blot su frazioni
cellulari che con saggi di immunogold.
Conclusioni. La scoperta che FANCA,
come FANCG ,si localizza nel mitocondrio
apre delle ipotesi che potrebbero spiega-
re l'aumentato stato di ossidazione e
apoptosi osservato in FA.
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Scopo. Le cellule stromali mesenchimali
(MSCs) sono cellule multipotenti che
costituiscono nel midollo osseo il micro-
ambiente fondamentale per la maturazio-
ne delle cellule staminali emopoietiche.
La p talassemia & un’emoglobinopatia
caratterizzata da alterata sintesi delle
catene f-globiniche, con conseguente
accumulo di ferro a livello plasmatico e
d’organo ed emopoiesi extramidollare a
livello epatico e splenico. L'obiettivo del
nostro lavoro consiste nel valutare le
caratteristiche fenotipiche e funzionali di
MSCs ottenute da pazienti pediatrici con
B-talassemia major (p-thal-MSCs), allo
scopo di individuare eventuali alterazioni
che potrebbero contribuire alla patoge-
nesi della malattia.

Pazienti e Metodi. Sono state isolate ed
espanse ex vivo MSCs da midollo osseo
(MO) di 4 pazienti pediatrici (mediana
eta 15, range 6-18). Le MSCs sono caratte-
rizzate per capacita clonogenica (CFU-F)
e proliferativa (cumulative Population
Doubling cPD), morfologia, immunofeno-
tipo (citofluorimetria a flusso), potenzia-
lita di differenziare in vitro in adipociti e
osteoblasti, capacita immunomodulanti
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(inibizione della proliferazione linfocita-
ria indotta da PHA), capacita di supporta-
re in vitro I'emopoiesi e senescenza. |
risultati sono confrontati con quelli otte-
nuti da MSCs di 6 donatori sani (HD-
MSCs) paragonabili per eta e sesso.
Risultati. Le p-thal-MSCs mostrano tipica
morfologia affusolata, risultano simili alle
HD-MSC per capacita proliferativa (media
cPD=7 e 7.45 per p-thal-MSC e HD-MSC,
rispettivamente) e immunofenotipo, men-
tre mostrano un numero di CFU-F inferio-
re rispetto alle HD-MSCs (media+DS:
0.7+0.3/106; 5+2/106 cellule piastrate,
rispettivamente ). Le p-thal-MSCs entrano
in senescenza ad un passaggio medio di
11.5, mentre le HD-MSC ad un passaggio
medio di 15.7. La valutazione della capaci-
ta in vitro di differenziare, di immunomo-
dulare e di supportare 'emopoiesi € in
COrso.

Conclusioni. 1 dati preliminari ottenuti nel
presente lavoro, mostrano una ridotta
capacita clonogenica delle MSC da
pazienti con f-thalassemia; sono neces-
sari ulteriori studi e la valutazione di un
maggior numero di pazienti per com-
prendere il significato biologico di que-
sto dato.
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L’anemia sideropenica refrattaria al trat-
tamento con ferro o IRIDA (codice
OMIM:206200; ORPHA209981) & una pato-
logia autosomica recessiva caratterizzata
da un’anemia microcitica ipocromica,
bassi livelli di ferro sierico, bassa satura-
zione della transferrina e livelli di ferriti-
na normali o alti. L'epcidina sierica &
inappropriatamente normale o alta per i
bassi livelli di ferro. Il gene causativo
dell'lRIDA & TMPRSS6, che codifica per
una serina proteasi, regolatore negativo
della sintesi di epcidina. Ad oggi sono
state riportate 41 diverse mutazioni nel
gene TMPRSS6. Abbiamo effettuato
un’analisi di correlazione genotipo-fenoti-
po in 70 pazienti pediatrici IRIDA (39
dalla letteratura e 31 nuovi pazienti) divi-
si in due gruppi: gruppo A (n=44), pazien-
ti con due mutazioni missenso e con una
mutazione missenso in combinazione
con un altro tipo di mutazione (nonsen-
so, frameshift o mutazioni di splicing);
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